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© ProcedS et reactifs pour la detection de micro-organismes. 



@ La prgsente invention concerne des reactifs pour la detection de micro-organismes. 

Selon invention, on utilise dans un milieu r^actionnei en phase aqueuse contenant une source de carbone 
et une source d'azote, un marqueur constitue par la rSsorufine, ou tout compost ayant une structure chimique 
similaire. 

L'invention s'applique notamment k Identification de micro-organismes, h I'obtention d'antibiogrammes et 
antifongigrammmes. 
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PROCEDE ET REACTIFS POUR LA DETECTION DE MICRO-ORGANISMES 

La presente invention concerne de maniere generaie la detection de micro-organismes, dans differents 
milieux ou sur differents substrate, pour diffErentes fins ou applications, telles que ('identification ou la 
detection microbienne. 

Plus precisement, ('invention s'intEresse aux reactifs, comprenant un milieu reactionnel en phase 
5 aqueuse, lequel contient au moins une source de carbone, ainsi qu'un marqueur luminescent dont une 
emission lumineuse est modifiable en consequence du dEveloppement ou du mEtabolisme du micro- 
organisme k dEtecter, introduit dans le milieu reactionnel. 

Par micro-organisme, on entend notamment les microbes, bacteries, et levures. 
Par "emisssion lumineuse", on entend tout rayonnement lumineux emis sous I'effet d'une excitation 
io extErieure, notamment lumineuse, dans le domains du visible ou non, susceptible d'etre modifies par fe 
dEveloppement du micro-organisme dans le milieu reactionnel, et d'etre observEe, contrdlee ou mesuree 
par tous moyens de detection optique, dont la simple observation k ToeiL nu. Ressortent de cette definition, 
diffErentes proprietEs lumineuses, telles que la luminescence, la fluorescence, la phosphorescence, visibles 
ou non a I'oeil nu par exemple. 
75 Depuis de nombreuses annees, les fabricants et professionnels des reactifs ou methodes de detection 
de micro-organismes sont k la recherche d'une solution presentant ensemble les caractEristiques essentiel- 
les suivantes : 

- avoir un caract&re universel, c'est-li-dire indEpendante du type ou de I'espece des micro-organismes 
recherchEs 

20 - etre substantiellement indEpendante de la nature du milieu ou du substrat dans lequel les micro- 
organismes sont recherchEs 

- presenter une grande sensibility. 

Aucune des methodes disponibles a ce jour, y compris les plus recentes, ne permet de rEpondre k 
toutes ces exigences, comme montre et detaille ci-apr§s. 

25 Une premiere methode, et c'est la plus simple, consiste a prElever un Echantillon, k eventuellement 
diluer ce dernier de maniere successive, et k appliquer I'Echantillon obtenu k la surface d'un milieu nutritif 
gelose. Apres incubation pendant 24 k 48 heures, on procEde par des moyens manuels ou video, au 
controle de la presence des micro-organismes, et Eventuellement a leur comptage. La technique consistant 
k immerger directement dans le milieu controle des lames impregnEes avec un milieu nutritif, et k 

30 controler, apres incubation, la presence de micro-organismes sur ces lames, constitue en fait une variante 
de cette premiere methode, 

Une telle solution est peu sensible, et peu fiable, en particulier lorsque des moyens de controle vidEo 
sont utilises. Une telle methode necessite egalement d'adapter ou choisir le milieu nutritif, en fonction des 
micro-organismes recherchEs. 

35 Une deuxieme mEthode, assez proche de la premifere, consiste k pigmenter ou colorer I'Echantillon 
preleve, ou provoquer sa fluorescence, avec toutes substances appropriees telle que Tacridine orange, puis 
a observer directement I'Echantillon ainsi traitE, par exemple au microscope. Pour Pessentiel, une telle 
methode presente des inconvEnients comparables k ceux de la premiere mEthode ; en particulier, une telle 
solution demeure manuelle, et son automatisation apparalt difficile. 

40 Une troisieme mEthode consiste a prElever un Echantillon, et a mettre en culture ce dernier pendant un 
temps predetermine, puis a observer le milieu de culture par nEphelomEtrie ou turbidimetrie. En d'autres 
termes, la presence de micro-organismes est rEvEIEe par I'opacite du milieu de culture. Une telle methode 
apparart assez peu sensible, et I'opacite observEe ne resulte pas uniquement de la presence des micro- 
organismes, de telle sorte que cette solution n'apparatt pas utilisable ou exploitable pour des milieux 

45 biologiques complexes, par exemple des Echantillons de sang. 

Differentes mEthodes plus ElaborEes, par voie biochimique, et faisant appel a la colorimEtrie ou la 
fluorimEtrie, ont EtE proposees pour dEtecter des micro-organismes. 

Une quatrieme methode consiste a mettre en presence un echantillon k contrdler et un rEactif 
comprenant un hydrat de carbone comm le glucose, et un indicateur de pH. Comme le developpement, 

so ou le mEtabolisme du micro-organisme gEnEre des acides, ceux-ci modifient la coloration de I'indicateur de 
pH. Une telle solution s'avere assez peu sensible, et n'a pas en tout cas un caractere universel. 

Une cinquiEme mEthode consiste k mettre en presenc un Echantillon k controler, et un indicateur 
chromog&ne d'oxydo-reduction, tel qu'un sel de tEtrazolium. Les mecanismes biochimiques de la chaTne 
respiratoire des micro-organismes presents gEnErent des substances rEductrices telles qu NADH 
(Nicotinamide-Adenine-DinuclEotide HydrogenE) ; cette substance rEductiice conduit k la reduction de 
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Pindicateur, et done a sa modification de couleur. Une telle methode est assez peu sensible, et n 
particulier les sels d tetrazolium doivent etre utilises en grande quantity. On notera ainsi que ces derniers 
sont toxiques et prScipitent facilement 

One sixi&me methode consiste & utiiiser des substrats enzymatiques de synth&se, chrbmogeniques ou 
5 fluorogeniques. La presence de certaines enzymes, liees au developpement des micro-organismes, conduit 
a couper le substrat enzymatique en deux, et h lib^rer la partie chromogene ou fluorogfene, laquelie peut 
etre alors detectee. 

Une telle methode ne presente pas de caractdre universel, en ce sens que le substrat enzymatique doit 
etre k chaque fois adapts au type de micro-organisme recherche ; en particulier, il n'existe pas une seule et 
w meme enzyme commune & tous les micro-organismes. Par ailleurs, pour des milieux biologiques com- 
plexes, tels que le sang ou Purine, contenant deja des enzymes, cette methode ne permet pas de 
distinguer ceux specifiques aux micro-organismes, par exemple bacterres ou microbes, dont on recherche 
la presence. 

Une septifeme methode consiste h detecter les micro-organismes, par I* intermediate du metabolite ATP 
is (Adenosine-Tri-Phosphate), en presence d'un substrat luciferine, et par oxydation de ce dernier en presence 
de luciferase, laquelie conduit a (a bioluminescence du substrat pre cite, Une telle methode presente pour 
I'essentiel les m§mes inconvenients que ceux enoncds pour la methode pr^cedente. 

Une huitieme methode proc&de par la mise en evidence du gaz carbonique produit par les micro- 
organismes, en presence d'une ou plusieurs sources de carbone dans le milieu reactionnel ; une telle 
20 technique est par exemple utilis^e en hemoculture pour d^celer une presence microbienne. La detection du 
gaz carbonique peut §tre radiometrique, auquel cas on doit utiiiser une source de carbone marquee au C 
14, ou spectro-photometrique dans I'infra-rouge. On peut aussi mesurer la production de gaz carbonique 
par le controle de ('augmentation de pression dans un systeme ferm§, a Paide d f un manometre ou d'un 
capteur de pression approprie. Une telle methode est assez peu sensible, et dans le cas d'un marqueur 
25 radio-actif, elle pose differents problemes de security et agrement administratif prea lable du laboratoire de 
mesure. 

Une derniere methode consiste & detecter les micro-organismes, par rintermediaire de revolution des 
parametres electriques du milieu reactionnel dans lequel les micro-organismes se developpent ; ces 
parametres etant notamment Timpedance, la conductance ou la capitance, Sur la base de cette methode, 
30 differents bio-capteurs ont ete developpes et mis sur le marche, notamment dans le domaine agro- 
alimentaire. Une telle technique est assez peu sensible, en particulier vis-^-vis des exigences de diagnostic 
a des fins medicates. Et les materiefs disponibles actuellement selon cette solution sont assez peu 
performants. 

Au terme de cette analyse des solutions anterieures en mattere de detection de micro-organisme, on 
35 observera au passage que certaines de ces methodes precedent par echantillonnage, e'est-a-dire le 
preievement d'un echantillon sur le milieu ou sur le substrat k controler, la culture de cet echantillon, et 
eventuellement le preievement a intervalles r^guliers du milieu de culture. De telles operations, en general 
effectuees de maniere manuelle, paraissent difficiiement automatisables. 

La presente invention a pour objet un reactif pour la detection de micro-organismes, avec marqueur 
40 luminescent, obviant la plupart des inconvenients observes precedemment. Plus precisement, la presente 
invention a pour objet un reactif et une methode de detection correspondante, permettant a la fois : 

- une detection des micro-organismes directement sur le milieu ou Pechantiilon k controler, 

- une automatisation accessible, compte-tenu de la simpiicite du procede d'analyse retenu 

- un caractfere universel, e'est-fc-dire substantiellement independant et du milieu dans lequel on recherche 
45 les micro-organismes, et de la nature ou espece de ces derniers 

- une bonne sensibility en particulier une detection sous des concentrations retativement faibles 

Grace h la decouverte experimental expos^e ci-apres, on a trouve un reactif repondant h l'ensemble 
des exigences precedentes. 

Cette procedure experimental© a ete la suivante : 
so Sous Taction de la ^-glucuronidase d'Escherichia coli, cultivee dans un bouillon approprie, il est 
possible de couper le substrat 4-methyiumbelliferyl-^D glucuronide, de liberer ainsi la 4-methylumbellifero- 
ne fluorescente, et done detecter la bacterie precitee. 



55 experience 

En remplagant le substrat 4-methylumbelKferyI-jSD-glucuronide par le substrat re$orufine-0D~gIucuroni- 
de pour fa recherche de ta ^-glucuronidase d'E. coli, dans le m§me bouillon, on a constate que bien que le 
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nouveau substrat soft hydrolyse au cours d la croissance bacterienne en ampoule, la fluorescence rose de 
fa resorufine ne s'exprime pas ; on obtient tout au plus un liseret rose & I'interface bouillon/atmosphere 
gazeuse, alors que la resorufine est soluble en milieux aqueux. 

5 

2eme experience 

Dans des ampoules studies contenant le meme bouillon que prec§demment t on introduit de la 
resorufine libre k la concentration de 20 micromoles/litre. Les ampoules sont ensuite ensemenc^es par 
1Q diffSrentes souches bactSriennes d'enterobactgries, a raison de 10 s bacteries/ml. 

Au depart, le bouillon est rose dans toutes les ampoules (fluorescence de la resorufine). 

Au-dela de 4 heures d'incubation & 37° C, le milieu des ampoules montrant une croissance est 
d£colore (avec parfois un liseret rose en surface), alors que le terrain sans bacterie reste rose. 



CONCLUSION DE CES DEUX EXPERIENCES 

- La croissance bacterienne en bouillon en presence de r§sorufine entratne la disparition de la 
fluorescence de ce marqueur. 
20 - Bien que la nature de la reaction en question ne puisse etre identifiee avec certitude, la resorufine 
apparart etre un excellent indicateur de la croissance bacterienne. 

A partir de cette dgcouverte, la pr^sente invention propose tout d'abord un r^actif pour la detection de 
micro-organismes, comprenant un milieu reactionnel en phase aqueuse. contenant au moins une source de 
carbone et une source d'azote, ainsi qu'un marqueur fluorescent, constitue par la resorufine ou I'orcirufrne, 
25 ou toutes formes anioniques de ces composes chimiques. Ces deux produits repondent aux formules 
exprim^es respectivement ci-aprds : 



30 



35 



40 




°H3 

Comme la fluorescence des marqueurs precites a pour origine une d6localisation electronique impor- 
tante entre les positions 3 et 7, ggnerant un hybride de rdsonnance selon la formule suivante : 
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la prSsente invention s'est interessee & titre de marqueur, aux structures chimiquement proches, repondant 
aux deux formules generates ci-apr£s, et presentant Sgalement des propri6t§s de fluorescence, utilisables 
dans le cadre d'un rSactif selon ('invention, pour la detection de micro-organismes. 

II s'agit tout d'abord des composes chimiques repondant & la formule suivante, sous forme neutre ou 
s anionique : 



10 




15 

dans laquelle : 

- les positions (2), (4) et (5 ) sont occupees chacune par un atome d'hydrogene ou un substituant choisi 
dans le groupe comprenant le fluor, le chlore, le brome des substituants alkyle, alkoxy, carboxylate, 
carboxylique, amide, cyano, 

20 - un groupement oxy relie entre elles les positions (3 ) et (4) 

- les positions (2), (3) et (5) sont occupees chacune par un atome d'hydrogdne ou un substituant choisi 
dans le groupe comprenant le fluor, le chlore, le brome, des substituants alkyle, alkoxy, carboxylate, 
carboxylique, amide et cyano, ou les positions (2) et (3) appartiennent en commun au noyau (A) et a un 
noyau insaturd 

25 - X est une fonction hydroxyle ou amine. 

II s'agit ensuite des composes chimiques, sous forme neutre ou anionique, repondant a la formule 
suivante : 




- dans laquelle les positions (6, 8, 9) sont occupees chacune par un atome d'hydrogene ou un substituant 
choisi dans le groupe comprenant le fluor, le chlore, le brome, des substituants alkyle, alkoxy, carboxylique, 
amide et cyano 

- dans laquelle les positions (1) et (4) sont occupees chacune par un atome ou substituant choisi dans le 
groupe comprenant I'hydrogene, le fluor, le chlore, le brome, des substituants alkyle, alkoxy, carboxylate, 
carboxylique, amide et cyano ; ou les positions (1) et (2) appartiennent en commun au noyau (A) et h un 
noyau insature 

- X est une fonction hydroxyle ou amine. 

Des composes repondant & cette derni&re formule g§n6rale, ainsi que leur mode d'obtention sont 
precises dans le tableau ci-apres. 

Selon la presente invention, les conditions suivantes sont mises en oeuvre : 

- le pH du milieu reactionnel est compris entre 6,0 et 8,0 

- Tindicateur ou marqueur est contenu dans le milieu reactionnel, 
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OBTENTION 


Condensation quinone-monochloroimine 

(2) avec resorcinol ; ou reduction 
puis oxydation a l'air de r^sazurine 

(3) ; ou chauffage resorcinol, nitro- 
benzene et acide sulfurique, neutra- 
lisation puis extraction a l*ethanol 


Condensation quinone-monochlorolmine 
(2) ,avec orcinol 


: Condensation N.N-'-dichloroquinone diimine 
! (1) et resorcinol 


Condensation N.N'-dichloroqulnone diimine 
(1) et orcinol 


Reaction en solution Sther d'orcinol 
avec l 1 acide nltrlque fumant, pour 
obtenir dimethyl-resazurine ; reduc- 
tion puis oxydation a l'air de la 
dimethyl-resazurine 
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& raison de 0,01 mg/I & 100 mg/l, et de preference de 1 h 10 mg/l 

sda source d'azote du milieu ^actionnel peut §tre de toute nature, par exemple peptone ou sulfate d'ammonium 
- la source de carbone peut etre de tous types, telle que glucose, lactose, ou autres 

S'agissant du milieu reactionnel, contenant les sources d'azote et de carbone n^cessaires aux rdactifs, 
la majority des bouillons commercialisms peuvent convenir, par exemple trypticase-soja, coeur-cervelle, 
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etc... 

Un proc^de de detection conforme a ['invention consiste a mettre en oeuvre les etapes suivantes : 

1) Le reactif, comprenant comme pr^cedemment le milieu reactionnel et le marqueur selon ('invention 
est prepare, r^parti en flacons ou ampoules, ou toutes autres formes de condrtionnement, et sterilise par 

s filtration ou autoclave. 

2) Le reactif est melange a I'echantillon, milieu, ou substrat a contr6ler. 

3) Le melange obtenu est incube entre 20° et 65° , pendant un temps compris entre 1 minute et 7 jours, 
par exemple. 

4) la fluorescence du marqueur est mesuree a intervalles reguliers, a I'aide d'un fluorimetre, ou 
10 simplement appreciee a I'oeil nu. 

La diminution de la fluorescence, voire son extinction totale, traduit la presence de micro-organism es 
dans I'echantillon ou substrat controle. 

La presente invention est maintenant decrite et detaillee, quant aux experiences effectuees, par rapport 
a la resorufine. Ce marqueur, apporte en outre les avantages supplementaires et importants suivants : 
15 - ce produit n'est pas toxique 

- il presente une grande sensibilite, autorisant son emploi a des concentrations tres faibfes, de I'ordre de 1 
a 2 mg/l 

- et surtout, s'agissant de la fluorescence, les longueurs d'ondes maximum d'excitation et demission se 
situent respectivement a 572 nm et 585 nm ; ces longueurs d'ondes se situent au-dela des radiations 

20 absorbees par la plupart des milieux ou echantillons analyses, tout en restant dans le domaine du visible, 
ce qui permet d'observer de manfere separee la fluorescence specifique a la nisorufine, sans interference 
ou gene du milieu ambiant. 



25 Exemple 1 : Preparation du reactif 

Le milieu reactionnel est prepare en meiangeant les ingredients suivants : 



- bouillon Mueller Hinton deshydrate (Difco, ref 0757-01) 


21 g 


- gluclose (Merck, ref 8337) 


59 


- resorufine (Aldrich, r£f 23015-4) 


2mg 


- eau distillee 


1000 ml 


-pH 


7,3 



Ce milieu est reparti en tubes de verre avec bouchons a vis, a raison de 6 millilitres par tube, et 
autoclave a 121 ° C pendant 15 minutes. 

Les tubes sterilises sont conserves a I'obscurite, la resorufine etant sensible a la lumfere. 
40 Ce milieu sera utilise dans les exemples duplications 2a 4 selon la methode generaie suivante : 
apres avoir ajoute le ou les differents elements specifiques a I'application consideree, les tubes vissds sont 
agttes dans une etuve sur un agitateur Vibratest regie a 100 tours/minute. La mesure de la fluorescence est 
effectuee a ('aide d'un fluorimetre LKB type LS - 5B. Les tubes sont introduits directement dans le porte- 
cuves. La longueur d'ondes d(excitation est regiee a 572 nm et cede d'emission a 585 nm. II est a noter 
4 5 que dans I'exemple 4, le glucose present dans le milieu reactionnel peut etre remplace par d'autres sucres. 

Exemple 2 : Application a I'hemoculture 

so Dans 7 tubes de verre contenant le reactif prepare selon I'exemple 1 , if est ajoute du sang frais humain 
sterile, a raison de 1 millilitre par tube. 

Le premier tube est utilise comme temoin et les 6 autres sont ensemences par Tune des 6 souches 
microbiennes suivantes : 

- Ec = Escherichia coli 

55 - cf = Citrobacterlreuhdii 

- Pa = Pseudomonas aeruginosa 

- Sa = Staphylococcus aur "us 

- Ef = Enteroccocus faecalis 
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- Ca = Candida albicans 

La quantity de micro-organismes introduce au depart dans chaque tube est de 100 cellules viables par 
millilitre de milieu. Cet inoculum st controle par comptage des colonies formees a la surface d'une gelose 
au sang apres 24 heures d'incubation. 
s La mesure de la fluorescence est effectuee apr£s 12 h, 24 h, 36 h et 48 h d'incubation a 35* C. 
L'intensite de la fluorescence est reportee dans le tableau ci-dessous, L'extinction partielle ou totals de la 
fluorescence t£moigne de la presence de cellules microbiennes dans les echantillons de depart 



70 





Incub^. 


: temoin 
:negatif 


: Ec 


: Cf 


: Ps 


: Sa 


: Ef 


: Ca 


15 


12 H 


: 463 


: 11 


: 454 


: 465 


: 447 


: 459 


461 




24 H 


' 465 


: 9 


: 10 


: 464 


460 


: 126 


450 


20 


36 H : 


458 


8 


: 10 


53 , 


27 


13 : 


^61 


25 


48 H : 


464 : 


9 ■ 


9 : 


17 : 


12 : 


IS : 


IS 



Pour cette application, ii est preferable d'utiliser un bouillon specifique a I'hemocuiture, h la place du 
bouillon Mueiler-Hinton. 

30 

Exemple 3 : Application a I'antibiogramme 

6 antibiotiques differents sont introduits dans des tubes prepares comme indiquS dans Pexemple 1. 
35 Chaque antibiotique est utilise aux 2 concentrations "c n et W C" indiqu^es dans le tableau ci-apr§s. Des 
tubes sans antibiotique sont utilises comme temoins. 

Chaque couple de tubes correspondant h un antibiotique aux 2 concentrations "c" et "C n est 
ensemence par Tune des 3 souches mtcrobiennes suivantes, & raison de 10 cellules viables par millilitre : 

- Ec = Escherichia coli ATCC 25922 

40 - Pa = Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853 

- Sa = Staphylocossus aureus ATCC 25923 

La mesure de la fluorescence est effectuee apr&s 18 heures d'incubation a 35* C. L'intensite de la 
fluorescence est reportee dans le tableau ci-dessous. 
Les resultats sont symbolises selon : 
45 - S = souche sensible = fluorescence maximale 

- R a souche resistante = extinction totale de la fluorescence 

- I = souche intermediate = extinction partielle de la fluorescence 

L'antibiogramme est contr6l£ par la technique de la dilution en gelose. 

50 



55 
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10 



15 



20 



25 



Antibiotique 


Concentration 


Ec 


Pa 


Sa 




en ug 1 ml 








Tgmoin 


c = 0 


8 


10 


9 




C = 0 


7 


11 


11 


P^nicilline 


c = 0,25 


9 


10 


455 






R 


R 


S 




C = 16 


8 


9 


457 


Piperacilline 


c = 32 


460 


463 


459 






S 


S 


S 




C = 128 


465 


450 


468 


Cefoxitone 


c = 8 


439 


15 


448 






S 


R 


S 




C = 32 


463 


9 


457 


Renamycine 


c = 2 


15 


13 


438 






I 


R 


S 




C = 16 


458 


10 


447 


Tetracycline 


c = 1 


451 


15 


443 






S 


R 


S 




C = 4 


465 


19 


459 


Erythromycine 


C = 1 


8 


11 


445 






R 


R 


S 




C = 4 


. 10 


13 


460 



30 



L'antibiogramme selon ('invention peut §tre realise en cupules miniaturisees (plaque de microtitration). 



Exemple 4 : Application 



35 



40 



45 



50 



55 



L'utilisation de 7 differents sucres par 8 souches microbiennes a des fins d'identrfication est presentee 
dans cet exemple : 

Les 7 sucres testes sont : 

- Glucose (GLU) 

- Maltose (MAL) 

- Saccharose (SAC) 

- Lactose (LAC) 

- Cellobiose (CEL) 

- Trehalose (TRE) 

- Melibiose (MEL) 

Les tests sont pratiques dans le reactif en tubes de verre, prgparg comme indiquS dans Pexempie 1 . Le 
glucose contenu dans ce milieu est remplac§ le cas ech6ant par le sucre correspondant, a la m§me 
concentration de 5 g/!. 

La batterie de tubes est ensemencee par les 8 souches suivantes : 

- Ca = Candida albicans 

- Ct = Candida tropicalis 

- Tg = Torulopsis glabrata 

- Ec = Escherichia coli 

- Kp = Klebsiella pneumoniae 

- Pv = Proteus vulgaris 

- Ah = Aeromonas hydrophila 

- Va - Vibrio alginolyticus 

Pour chaque souche, une suspension est realisee en s§rum physiologique, ajustde au point 2 de 
Techelle de McFarland. 200 microlitres de c tte suspension sont introduits dans les 7 tubes contenant 
chacun des sucres. 
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La mesure de la fluorescence est effectuee aprfes 18 heures d'incubation k 350 *C. L'intensite de [a 
fluorescence est reportde dans le tableau ci-dessous. Les rSsultats sont symbolises en : 

- reaction negative... (-) = fluorescence maximale 

- r action positive... (+) = extinction de la fluorescence 

Les resultats obtenus sont controles k Paide de micromethodes commercialis^es avec les tests 
commercialises sous la marque API par la soci&e BIO MERIEUX, sous les noms : API 20 E, API 20 C, API 
50 CH. 
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* ^^Sucre 


: GLU 


: MAL 


: SAC 


. LAC 


1 CEL 




MEL " 

3 

j 

> 439 : 


15 


: Ca 


: 31 
: + 


> 25 
: + 


: 37 
t + 


; 466 


: 453 


19 ' 
+ 




: Ct 


: 12 
: + 


: 17 

: ■+* 


; 21 


. 441 


: 16 


. 20 
: + 


: 452 ; 


20 


| Tg 


: 12 

i +- 


: 456 


: 447 


: 452 


: 449 


: 16 
: + 


: 465 j 




: Ec 


: 9 
r + 


' 13' 
: + 


■ 459 


10 

4- 


: 454 


; 10 


: 11 1 
+ : 


25 


\ Kp 


: 10 
: + 


: 9 


• 9 


. 11 


: 8 


: 10 


: 8 : 
* * + \ 




; Pv 


: 9 
: + 


. 469 


10 


: 453 


: 461 


: 437 


: 456 : 


30 


Ah 


: 10 \ 


' 14 


> 11 




: 467 


: 12 


; 444 ; 


$5 


Va 


: 11 
: + : 


10 ' 


s 

-r 


. 469 


^51 


10 
+ 


449 : 



L'utilisation de sources de carbone k des fins d'identification selon IMnvention peut §tre faite en cupules 
miniaturisees (plaques de microtitration par exemple). 

Par consequent, les reactifs selon invention peuvent §tre utilises pour la detection de micro- 
organismes dans toutes sortes d'Schantillons biologiques, tels que fluides corporels (sang, urine, liquide 
c§phalo-rachidien, etc.), produits alimentaires, eau, produits pharmaceutiques, cosm§tiques, etc... 

De manure similaire k Tantibiogramme selon Pexemple 3, 1'invention peut §tre utilisee pour effectuer un 
antifongigramme, auquel cas on utilise une plurality de reactifs selon 1'invention, differant les uns des autres 
uniquement par l(ajout d'anti-fongiques respectivement difterents. 

Revendications 

1 - RSactif pour la detection de micro-organismes, comprenant un milieu r^actionnel en phase aqueuse, un 
marqueur dont une emission lumineuse est modifiable en consequence du dSveloppement du micro- 
organisme introduit dans le milieu reactionnel, caract£ris§ en ce que le marqueur est un compost chimique 
r^pondant a la formule suivante, ou sa forme anionique : 
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dans laquelle : 

- les positions (2), (4 ) et (5 ) sont occupies chacune par un atome d'hydrogene ou un substituant choisi 
dans le groupe comprenant ie fluor, le chlore, !e brome, des substituants alkyle, alkoxy, carboxylate, 
carboxylique, amide, cyano, 

- un groupement oxy relie entre eiles les positions (3 ) et (4) 

- les positions (2), (3) et (5) sont occupees chacune par un atome d'hydrogene ou un substituant choisi 
dans le groupe comprenant le fluor, le chlore, le brome, des substituants atkyle, alkoxy, carboxylate, 
carboxylique, amide et cyano, ou les positions (2) et (3) appartiennent en commun au noyau (A) et a un 
noyau insature 

- X est une fonction hydroxyle ou amine. 

2 - Reactif pour la detection de micro-organismes, comprenant un milieu reactionnel en phase aqueuse, un 
marqueur dont une emission lumineuse est modifiee en consequence du developpement du micro- 
organisme introduit dans le milieu reacttonnei, caracterise en ce que le marqueur est un compose chimique 
r^pondant k la formule suivante, ou sa forme anionique 




- dans laquelle les positions (6, 8, 9) sont occupies chacune par un atome d'hydrogdne ou un substituant 
choisi dans le groupe comprenant le fluor, le chlore, le brome, des substituants alkyle, alkoxy, carboxylique, 
amide et cyano, 

- dans laquelle les positions (1) et (4) sont occupies chacune par un atome ou substituant choisi dans le 
groupe comprenant I'hydrogfene, le fluor, le chlore, le brome, des substituants alkyle, alkoxy, carboxylate, 
carboxylique, amide et cyano ; ou les positions (1) et (2) appartiennent en commun au noyau (A) et k un 
noyau insature 

- X est une fonction hydroxyle ou amine. 

3 - Reactif pour la detection de micro-organismes, comprenant un milieu reactionnel en phase aqueuse, un 
marqueur dont une emission lumineuse est modifiable en consequence du developpement du micro- 
organisme introduit dans le milieu reactionnel, caracterise en ce que ie marqueur est la r^sorufine, 
I'orcirufine, ou la forme anionique de ces composes chimiques. 

4 - Reactif selon Tune queiconque des revendications 1 & 3, caracterise en ce que le milieu reactionnel 
contient egalement une source de carbone. 

5 - Reactif selon Tune queiconque des revendications 1 a 3, caracterise en ce que le pH du milieu 
reactionnel est compris entre 6,0 et 8,0. 

6 - Reactif selon Tune queiconque des revendications 1 h 3, caracterise en ce que Pindicateur est contenu 
dans le milieu reactionnel, h raison de 0,01 mg/l a 100 mg/l, et de preference de 1 & 10 mg/l. 

7 - Ensemble ^identification d'un micro-organisme, comprenant une pluralite de reactifs selon Tune 
queiconque des revendications 1 a 6, differant les uns des autres uniquement par des sources de carbone 
respectivement differentes. 

8 - Ensemble pour Tobtention d'un antibiogramme, comprenant une pluralite de reactifs selon Fune 
queiconque des revendications 1 & 6. differant les uns des autres uniquement par I'ajout d'antibiotiques 
respectivement differents. 
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9 - Ensemble pour Tobtention d'un antifongigramme, comprenant une plurality de reactifs selon Tune 
quelconque des revendications 1 & 6, drffeVant les uns des autres uniquement par I'ajout d'anti-fongiques 
respectivement diffSrents. 

10- Procecle de detection de micro-organismes, consistant & mettre en presence undit micro-organisme 
avec un milieu reactionnel en phase aqueuse contenant au moins une source de carbone et un marqueur 
dudit micro-organisme, a incuber le milieu reactionnel avec (edit micro-organisme, de maniere a modifier 
une emission lumineuse dudit marqueur, et k observer ladite caracteristique lumineuse pendant ou apres 
incubation, caracterise* en ce que le marqueur est un compose* chimique repondant & la formule suivante, 
ou sa forme anionique : 




dans laquefle : 

- les positions (2) t (4') et (5') sont occupies chacune par un atome d'hydrogene ou un substituant choisi 
dans le groupe comprenant le fluor, le chiore, le brome, des substituants alkyle, alkoxy, carboxylate, 
carboxylique, amide, cyano, 

- un groupement oxy relie entre elles les positions (3') et (4) 

- les positions (2) t (3) et (5) sont occupees chacune par un atome d'hydrogene ou un substituant choisi 
dans le groupe comprenant le fluor, le chiore, le brome, des substituants alkyle, alkoxy, carboxylate, 
carboxylique, amide et cyano, ou les positions (2) et (3) appartiennent en commun au noyau (A) et a un 
noyau insature 

- X est une fonction hydroxyle ou amine. 

11 - Procede selon la revendication 10, caracterise en ce que Pincubation est effectuee pendant un temps 
compris entre 1 minute et 7 jours, h une temperature de 20* C a 65* C. 

12 - Procede selon la revendication 10, et selon lequel on met en contact un echantillon susceptible de 
contenir le micro-organisme & ddtecter et le milieu reactionnel, caracte>is§ en ce que I'Echantillon est 
prel£v6 sur Tun des fluides corporels suivants, & savoir du sang, de Purine, du liquide cephalo-rachidien. 

13 - Procede selon la revendication 10, et seion lequel on met en contact un Echantillon susceptible de 
contenir le micro-organisme a d&ecter et le milieu reactionnel, caracterise en ce que l^chantiilon est 
preleve sur Tun des produits suivants, a savoir produits alimentaires, eau, produits pharmaceutiques, 
cosmettques. 



14 



J 



Office eur 
d s brevets 



RAPPORT DE RECHERCHE 
EUROPEENNE 



Numero de la demands 
EP 90 42 0453 



DOCUMENTS CONSIDERES COM ME PERTINENTS 



Categorle 



Citation du document avec Indication, en cas de Desoto, 
das parties pertrnentes 



Revendlcatlon 
concerns e 



CLASSEMENT DE LA 
DEMANDS (Int. CI.5) 



A 
A 



EP-A-0 286 434 (CAMBRIDGE BIOSCIENCE CO.) 

J. CHEM. TECHN. BIOTECHNOL, vol. 34B, 1984, pages 
3-12; S.D. ROLLER et ai.: "Electron-transfer coupling in 
microbial fuel cells: 1 . Comparison of redox-mediator reduc- 
tion rates and respiratory rates of bacteria" 



C 12 Q 1/04 
C 12 Q 1/18 
C 07 D 265/38 



DOMAINES TECHNIQUES 
RECHERCHES (Int. CI.5) 



C12Q 



Le present rapport de recherche a eta" etabll pour toutes les revendlcatlons 



Lieu da la recherche 



La Haye 



Date d'achevement de la recherche 

14 janvier 91 



Examfnateur 
CARTAGENA Y ABELLA P 



CATEGORIE DES DOCUMENTS CITES 
X : partlcullerement pertinent a lui seul 
y : partlcultdrament pertinent en com bin a I son avec un 

autre document de la meme categorle 
A : arrie re-plan technotog)que 
O: divulgation non-ecrite 
P: document Intercalate 
T : theorie ou prlncIpe a la base de I' Invent ton 



E : document de brevet anterieur, mate publie a la 

date de depot ou apres cette date 
D r cite dans la demande 
Li cite pour d'autres ralsons 

a : membre de la meme famine, document 
correspondent 



